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ウロン酸の代謝に関する研究 (2)
Erwinia aroideae ~とよるペクチン酸の代謝中間生成物の性質
岡本賢 一 ・小沢潤 二郎
前報に続いて，Erwinia aroideaeによるペクチン酸の代謝中間生成物の性質について
実験したので，その結果をここに報告する.E. aroideaeはペクチン酸やヂガラクトウロ
ン酸をガラクトウロン酸よりも容易に酸化するため，加燐酸分解が行なわれている可能性
もあるが(小沢，岡本1957)，中間生成物は燐酸塩ではなく， ヂガラクトウロン酸の非還
元性部分がなんらかの化学変化をうけた物質であると考えられる.したがってペクチ γ酸
やヂガラクトウロシ酸は monomerまで分解されず， dimerを通る特異な経路で大部分代
謝されるものと思われる.
実験の方法と結果
無細胞酵素液の作用
前報と同じ方法で， E. aroideaeの菌体の Mj45phosphate buffer懸濁液をつくり，
トルオールを5mlに対して0.1ml加え，綿栓して 170Cで2時間振重量L" 空気を通じて
残った微量のトルオールを追い出す.これを遠心分離し(12，000rpm， 10分間)，菌体を
除き，セロフ 7γ膜で透析したものを酵素液として用いた.基質の 1%溶液 1mlと酵素
液0.5mlを混合し， トルオール2滴を加え， 350Cで5時間作用させ，反応液のペーパー
クロマトグラフィを行った. その結果は第1図の通りであった. 展開斉IJには nー プタノー
ノレ ・酢酸 ・水 (4: 1 :2)を用いた.以下特別の記載のなし、かぎのこの展開剤を使用した.
呈色にはアニリン塩酸とプロームフェノールプルーを用いた.
Aはペクチγ酸やヂガラクトウロ γ酸から，酵素作用の結果生成したものであることが
確認された.ガラクトウロン酸からは生成しない.同じ条件でグルクロン酸でも negative
の結果を得た.前報の実験では，ペクチン酸やヂガラクトウロン酸の場合に比べてごく微
量ではあるが，ガラクトウロン酸とグノレクロン酸より生成することを認めたが，再結晶を
繰返した試料では再現できなかった.試料に混在したペクチン質のためであったかもしれ
ない.Aは酵素作用で未知の還元性物質Cになる.無細胞酵素の代切に洗淋菌体を加える
とAは還元性物質BとCになる.
代謝中間生成物の性質
Ca塩の調製前報で用いた櫨紙の粉末の代。に，多量の分離を容易にするため，Amber-
lite IRA 410のカラムを用いた. OH型にして水洗した 80-100meshの樹脂を径 3cm
のガラス管に30cmの厚さにつめる.これに E.aroideaeの培養液 1.51を前報と同様に
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前処理し，イオン交換樹脂で陽イオγ
を除いたものを流しこみ， 500mlの水
で洗撤したのち， O.3MのNaHC03液
を毎分 5-6mlの速度で流す.展開を
始めてから1140-1950mlの区分にA
が含まれていたが， 1140-1280mlの
区分はヂガラクトウロン酸が混入して
いるため， 1280-1950mlの部分を集
めた.樹脂で陽イオγを除き，炭酸パ
リウムで中和し，滅過，減圧濃縮し，
酒精を添加してAのBa塩を得た.Ba 
塩の粉末を水に溶解し，硫酸で大部分
のBaを除く.樹脂でさらに痕跡の Ba
を除去する. エーテルで72時間連続
抽出して不純物を除き，炭酸石灰で中
和する.溜液を冷蔵庫の中で徐々蒸発
さすと結晶が析出する.これを水から
2-3回再結して第2図のようなAの
Ca塩の結晶を得た.
Ca塩の化学組成塩化石灰を入れ
たデシケーターの中に数日放置した試
料を，無水燐酸の上で恒量になるまで
1000Cで減圧乾燥して，結晶水の含有
量を測った. Caは過マンガン酸カリ
による酸化滴定法と EDTA法で定量
。
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Aのプノレシン塩の結晶第3図
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AのCa塩の結晶第2図
した.結晶水10.16%， Ca 8.80 %， 無水物について元素分析を行なった結果 C30.67 
%， H 4.93 %であった.
プルシン塩 遊離のAの水溶液をつくち，これにプルグンを徽アルカリ性になるまで加
える.滅過してからプノレシγ塩をアセト γで3回沈澱させて精製し，冷蔵庫の中で水溶液
から結晶させる.再結して第3図のようなプルジン塩の結晶を得た. m. p. 1800~1820 
(褐変)， Ca滋の場合と同じ条件で測定した結晶水の含有量は4.73%であった.然水物の
元素分析の結果はC57.56 %， H 6.38 %， N 4.56 %であった.
カルボキジル基と還元基 Ca塩の結晶を水に溶かし，樹脂でCaを除き，無水燐酸を入
れたデシケ{ターの中で50Cに放置して濃縮し，無水酒精を加えて蒸発させ，避難のA
の白色紛末を得た. m. p. 670~690， Pregl法によるカルボキシル基の含有量は無水物に
対して24.78%であった. また Willst益tter-Schudel法で還元力を測定すれば，遊離の無
水物10mgは Nj10lzを 0.58ml消費する. したがってAはカルボキシル基と還元基を
2: 1の割合に含有していることになる.
紫外線吸牧スペクトル 遊離のAの紫外線吸牧スペクトルを第4図に示したが， 207~ 
210mμ のところにカルボキシル基
の吸i伎が見られる. 232mμ の吸牧
はα，βー不飽和酸のためかもしれな
L、.
氷点降下遊離のAの0.0515N水
溶液のガラス電極を用いて測定した
pHは 3.0，氷点降下度は 0.050で
あった. pHよゆ解離度を計算すれ
ば1.95%であって，一塩基性酸と
仮定すれば分子量は356.9となり，
二塩基性酸とすれば363.4となる.
二重結合 Aの Ca塩の赤外線吸
牧スベクトル (KBr錠剤法〉は第5
図の通ゆで， 1660cm-1に二重結合
と思われる吸牧が認められる.
遊隊のAの赤外線吸牧スペクトル
では V自i二l3600-3250 (OH) 
1725 (COOH) 1660 (C = C) 
の結果を得た.二重結合による臭素
の吸牧は無水のCa塩401gに対して
0.843モルであった.dichlorophenol 
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第4図遊離A，jfラグトウロ γ酸.ヂガラグト
ウロン費量の紫外線吸収スベFトル
0--0 A .-・ ガラPトウロン酸・.，・.ヂコザラグトウロン酸
indophenol testではヂエノルは検出されず，臭素によるエノル基の検出も negativeの結
果を得た.敵化白金による H2の吸放は行なわれたが，分解を伴い，速度も非常に遅い.
代謝中間生成物 (A)の分解 遊離のAの水溶液を1200Cで30分間加熱すれば，三つ
の物質に分解する.N2気流中で同じ条件で処理しても生成物は変らない.水溶液を室温に
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第 5図
放置しただけで徐々に分解し，酸を添加すれば反応は促進される.分解生成物をa，b， cと
すれば，ペーパークロマトグラフの RF値は a0.30， b 0.74， c 0.89であった. いず
れも酸の呈色液で発色L. アユリン塩酸でaは赤色， bは憧黄色く室温)， cは呈色しな
い.aはオルシン燐酸液で青色に発色する.aの RF値と呈色の状態はペクチン酸より調
製したガラグトウロン酸のそれと同じである. またプルジン塩の m.p.は1780でガラク
トウロン酸のプルシγ塩の m.p.と一致し，混融降下をせず，
間違いない.
代謝中間生成物 (A)は粘液酸 (m.p. 2120~2130 混敵しても降下しない〉をつくる.
無水物からの牧量は37.9%であち，
無水のガラクトウロン酸からは82.2
% (Ehrlich & Schubert 1929)生成す
るので，大体ガラクトウロン酸の半分
の量の粘液酸を生成することになる.
また遊離のAから常法でフルフラール
を生成し，フルフラールフロログルシ
ドの牧量は20.6%であった. 無水の
ガラクトウロン酸からは41.9%のプ
ルフラールプロログルシドを生成する
ので，フルフラールも大体ガラクトウ
ロン酸の半分だけ生成すると考えられ
る.ナプトレゾルシン法でAとカ・ラク
トウロン酸から生成する色素の吸牧ス
ペクトルは第6図の通ちであった.
色素の抽出には酒精とエーテルを用
いたが，ほかに酒精とベソゼンを溶媒
として用い，色素の量を比較した結果
は第1表の通ちであった.
ナフトレゾルシン法で生成する色素
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ガラクトウロン酸と考えて
800 
Aとガラグトウロン酸のナフトレゾノレ・ン
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第6図
の量も大体ガラクトウロン酸の 第 1表 ナフトレゾルシシ法によるAと
半分である. ガラPトウロ γ敵の吸光度
Aを 1200Cで30分間加熱し
試の量料 吸 光 度
た溶液をエーテルで抽出すれ 酒 精 酒 精T 
ぽ， bとCはエーテルの層に移
エーテル 4γゼ γ.
行する.エーテルを追い出し， A 17.8 0.089 0.097 
水に溶解して， 2， 4 -dinitro- ガヲF トウロン酸 9.5 0.095 0.095 
phenyl hydrazineのアルコー
ル椿液を添加すると， bの hydrazoneが沈澱する.これを溜別し，ホルマリンで過剰の
2， 4 -dinitrophenyl hydrazineを除去したのち， エーテルで抽出する. エーテルを蒸発
すると C の結晶が析出する. 水から再結したものは針状結晶で， 1000Cで完全に昇華す
る.m.p.は1280-129.50で，フルフラールから調製した 2ー フラシカルポン酸の結品と
混融しても降下しない.ベ{パークロマトグラフ (nー プタノール・酢酸・水4: 1 : 2の
ほかに1.5Nアンモユア水飽和プタノールを展開剤に用いた》の RF値，呈色の状態も
一致する.理論値の96.0%の酸度を示し， 紫外線と赤外線の吸i枚スベクトルも第7図と
第8図のように2-フラ γカルボン酸と一致した.
遊離のAの水溶液を1000Cで5分間加熱し，エーテルで抽出すれば， bのみが得られる.
ガラクトウロ γ酸から調製した 5ー ホノレミルー 2ー フラシカルポン酸とペーパークロマトグ
ラフ (cのときと溶媒は同じ〉のRF値，呈色の状態が同じで， カルパゾーノレ反応の吸i枚
曲線も第9図のように一致し.526-
527mμ で最大吸l肢を示す. 紫外線吸
牧スペクトノレを第10図に示したが，
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第7図 2-ブラ γカノレボγ酸の紫外線吸収スベFトル
.一一. フルアラールから調製した2-
フヲ γカルポン酸
0......0 分解生成物c
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286mμ に最大吸牧を認めることがで
きる〈町田 1958).2， 4 -dinitrophenyl 
hydrazone は赤色で，m.p.2630~2650，
混融しても降下しない.溶媒に n プー
タノール・酒精・水 (5:1:4)を用
いた場合 hydrazoneのペーパークロ
マトグラフの RF値はともに0.48で
あった.吸牧スベクトルも第11図の
ように一致した.
酸化と還元 Aを Br2で酸化すれ
ば，ペーパークロマトグラフの RF値
0.11の非還元性の酸性物質を生じる.
これを加水分解すると，ペーバータロ
マトグラフから粘液酸， 5-ホルミルー
2一フランカルボン酸， 2-7ランカル
ポン酸と思われる物質を生成する，粘
液酸は融点からも確めた.
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第 8図 上図 フルアラールから調製した2-フラ γカルポン酸の赤外線吸収スベクトル
下図分解生成物cの赤外線吸収スベクトル
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第9図 5目ホルミルー2ー フラ γカルボン酸のカ 第10図 5ー ホルミルー2ー フラ γカルポン酸の
ルパ・ノール反応の吸収スベクトル 紫外線吸収スベクトル
・ー一・ガラクトウロン敵から調製した5- (エタノール中〉
ホルミルー2-フラ γカルポン酸
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第12図 Aの酸化と還元生成物の加水分解
I-A 
E一酸化生成物
Eー 粘液酸
IV一酸化生成物の加水分解生成物
Vー 還元生成物
VI-Lー ガラグトシ酸
VI!ー 還元生成物の加水分解生成物
Na-borohydrideで還元すれば， RF値 0.34の非還元性の酸性物質を生じ， このもの
は，ベーパークロマトグラフィの結果から， Lー ガラクトン酸， 5ー ホルミルー2-フランカ
Jレポン酸， 2一フランカノレポン酸と考えられる物質に分解する.
過沃素酸酸化 Aを 26.64mg，ガラクトウロン融を 13.29mg，'ヂガラクトウロン酸を
26.27 mg別々のフラスコに取れ水15mlと1.2Mの NaIO，5mlをおのおのに加え，
20Cの暗室に放置し，一定時間ごとに反応液た取って，ギ酸の量と過沃素酸の消費量を測
った.ギ酸の定量は反応、液2mlにエチレγグライコー ノレ0.1mlを加え，暗所に1時開放
置したのち，フェノーノレレドを指示薬として Nj100NaOH溶液で滴定した.過沃素酸は
反応液2mlに NaHCC3の飽和溶液0.2ml， NaHCC3を加えた0.65Nの Na3AsC3溶液
5 ml， KIの20%溶液0.3mlを加え，.暗所に30分間放置してから Nj20h溶液で滴定し
た.第13図と第14図にその結果を示した.
ヂガラクトウロン酸とAでは overoxidationが起きていることを示している.反応終点
を一応20時間とすれば， 1分子のガラクトウロン酸は大体4分子の過沃素酸を消費し， 4 
分子のギ酸と 1分子のグリオキシル酸を生成し，理論値に近い.Aのギ酸生成量と過沃素
酸消費量がヂガラクトウロン酸より少いのは，二重結合のためOH基が少くなっているた
めかもしれない.
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第 13図 過沃素酸によるギ酸の生成
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第14図 過沃索酸の消費量
.一一・A 0--0 ガラグトウロン酸.・ H・H ヂガ「ラグトウロン酸
察
代謝中間生成物 (A)の化学構造は本報の実験結果ではまだ分らないが，ガラクトウロ
ン敵と分解時に 5ー ホノレミルー 2-フヲシカノレポン酸や2一フランカルボン酸を生成する部分
とから構成されているものと 1'" -r _ ド以
思われる.ガラグトウロン酸 、クチノ酸 一一一一ー 力ラクトウ口〉酸ー
は分子量の大体半分を占めて
いる.酸化または還元の反応
で生成する物質を加水分解す
ると粘液酸あるいは Lー ガヲ
グトン酸を生成するので，ガ
ラクトウロン酸の還元基は遊
離していると考えられる.分
子内に二重結合が存在するよ
うであるが，エノルやヂエノ
ルの形のものではなさそうで
ある.結局前報ではAをガラ
グトウロン酸から生成した物
質であると想像したが，本報
大HiFLi罰S
H::コつg~
ヂガラクトウロシ轟袋
日目
代謝中向生成物(A)
コハク酸，乳酸，ギ酸，その他
第15図 E. aroideae むよるベタチン酸の代謝経路
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の結果からヂガラクトウロン酸の非還元性都分がなんらかの化学変化をうけた物質である
と考えざるをえない. したがってペクチン酸やヂカ・ラクトウロン酸は E.aroideaeによっ
て第 15図のような経路で代謝されるものと思われる.
ベクチン酸やヂガラクトウロン酸は，ガラタトウロン酸まで分解されずにヂガラクトウ
ロシ酸からAを通る特異な経路で大部分代謝され，そのためにガラクトウロン酸よ 9も容
易に酸化されると考えられる.この場合Aは galacturonideではないので，転移作用の結
果ベクチン酸やヂガラクトウロン融から生成したものとは思えない.
終りに元素分析. 赤外線吸収の測定などをお願いし， また実験に種4御助言頂いた岡山大学農学部
岩佐順吉助教授に深謝する.なお研究費の一部は昭和34年度文部省科学研究費によった. ここに謝意
を表する.
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